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LESIONS NERVIOSES PERIFERIQUES

Les lesions dels nervis periferics comporten alteracions estructurals i la consequent
perdua, ja sigui aguda o progressiva, de les funcions del control neural motor, sensorial i
neurovegetatiu de les zones innervades per les fibres nervioses lesionades. Aquestes lesions
provoquen deficits de grau variable, en funcié de la severitat de la lesid, que solen ser
incapacitants per a I'individu. Si bé e nervi periféric dels mamifers té la capacitat de
regenerar després d'una lesio, la recuperacio funcional no esta garantida. La severitat de la
lesié determinara el grau de recuperacio final, i larestitucio ad integrum queda limitada a les
lesions més lleus. Després de la lesio, les neurones lesionades que sobreviuen pateixen un
seguit de canvis encaminats a promoure la regeneracié del seu ax6 seccionat, per tal de poder
tornar areinnervar € seu organ diana. Per altra banda, € nervi distal també patira canvis per
aixi facilitar el cami as axons regenerants. A més a més, axons de zones veines que no
shagin vist afectats per lalesio també reaccionaran davant de lalesio i, mitjancant el fenomen
de ramificaci6 col-lateral, enviaran branques as organs denervats per tal de reinnervar-los i
compensar la perdua de funcié tot expandint € seu territori dinnervacio. Finalment,
I'organisme pot compensar la perdua funcional mitjancant la reorganitzacid estructural i
funcional dels circuits nerviosos relacionats. No obstant, aguests mecanismes son limitats i
no sempre es traduiran en una correcta recuperacio funcional. Per altra banda, |a regeneraci6
dels axons només és un prerequisit per a la recuperacio funcional i també és important la

correcta orientacio d'aquestsi I’ adequada reinnervacio del teixit diana.

Quadre clinic

Lazonai I'extensio de I'afectacio dependra del nervi afectat i de I'alcada de la lesio.
No només hi ha més mort neuronal com més proximal éslalesid sind que les afectacions dels
plexes o dels grans troncs nerviosos son molt més invalidants i severes ja que afecten un
territori molt més extens que les lesions més distals. La lesio dels axons de les motoneurones
comporta la perdua de funcié dels masculs que innerven, que es traduira en una disminucié de
forca o paralisi, acompanyada de I'atrofia del muscul denervat. La lesio dels axons aferents
comportara la pérdua o alteracio de les diferents modalitats sensorials. Finament, també
haura una afectacio dels axons autonomics, amb la consequent pérdua de la regulacié

sudomotora, vasomotorai piloerectora.
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Paral-lelament a aquesta perdua o disminucio de la funcié dels organs denervats,
també es poden observar € que sanomenen simptomes positius. Els musculs esquelétics
denervats poden excitar-se de manera espontania. L'excitacio de fibres aillades (les
anomenades fibril-lacions) només sobserva mitjancant tecniques electromiografiques, pero
I'excitacio d'unitats motores, les fasciculacions, o de tot € muscul, els espasmes, comporten
un moviment aparent. La percepcio sensorial també pot presentar alteracions i els pacients
poden referir dolor espontani, hiperalgésia (percepcio incrementada del dolor) i al.lodinia
(percepcid dolorosa d'estimuls que no ho son). En els amputats es pot donar la sindrome del
membre fantasma, on el pacient continua percebent I'extremitat amputada i pot descriure
dolor referit a aguesta zona quan sestimulen altres parts (Omer et al., 1998). Per atra banda,
els organs diana de les fibres autonomiques es fan hipersensibles as neurotransmissors i als
seus agonistes quan queden denervats (Cannon 1939), fet que pot traduir-se en augments

exagerats de la resposta autonomica.

Tipusdelesions
Les lesions nervioses poden ser d origen molt divers (agressions mecaniques, térmiques,
isquemiques, quimiques). Les lesions nervioses mecaniques es classifiquen en base ala
morfologia de la lesig, als seus requeriments terapeutics i a seu pronostic (Seddon 1943,
Sunderland 1951), Seddon va classificar les lesions en tres categories:
e Neurapraxia: bloqueig de la conduccié en un nervi on els axons estan preservats i es
manté |'excitabilitat del nervi distal alalesio.
e Axonotmesis: pérdua de la continuitat de I'ax6 pero preservacio dels tubs endoneurals.
e Neuronotmesis: Pérdua de continuitat, no nomeés dels axons sind també dels elements
connectius del nervi. En aguestes situacions, tant si hi ha una seccié complerta com
una desorganitzacié important del teixit nervids, la regeneracio espontania no es déna
(Seddon 1943).
En una classificacio més acurada, Sunderland (1978) va descriure cinc graus de gravetat (Fig.
1):
e Grau 1i 2 corresponen, respectivament, a la neurapraxia i |’axonotmesis de Seddon,
mentres que va subdividir la Neuronotmesis en 3 grups:
e Grau 3: Esmanté intacte el perineuri
e Grau4: Espreserval’ endoneuri.

e Grau 5: Perduade continuitat de tot el tronc nervios.
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El 5é grau de Sunderland es veuria agreujat si shi afegis una perdua de teixit nervios, fet que

comportaria parlar de reseccio nerviosa.

Fig 1. Esguema dels diferents
graus de severitat de les lesions
nervioses segons la classificacio de
Sunderland.

El nervi periferic es representa
esquematicament amb un Unic axd i
la linia discontinua és |’ endoneuri,
RESECCIO que s afecta a partir del grau 3.

DEGENERACIO | REGENERACIO AXONAL
Reacci6 neuronal

Després d'una axotomia, les neurones axotomitzades pateixen canvis importants, ja
gue han de passar d'un estat transmissor a un estat de creixement. El soma neuronal presenta
un seguit de canvis morfologics, I'anomenada cromatolisi, ja que €l nucli es fa excentric,
augmenta de volum, com € nucleol i € soma. A més a més, augmenta el nombre de
lisosomes, i I'aparell de Golgi i les mitocondries shipertrofien. Els granuls de Nissl -els
ribosomes del reticle endoplasmatic- es desorganitzen en resposta a la necessitat d'un
increment en la sintesi de proteines. La lesi0 axonal provoca l|'entrada d'elevades
concentracions de calci dins de la neurona (Greenberg et a., 1986, Morgan i Curran., 1986) i
la supressié del transport retrograd de factors trofics (Lunn et al 1990), que comportara
I'expressio de gens primerencs (immediate early genes, IEGS). La seva activacio conduiraala
sintes de proteines que, a seu torn, activaran els gens tardans (late response genes, LRGS).
Seran aquests segons els encarregats de sintetitzar proteines amb funcié especifica (Sheng i
Greenberg, 1990).

Degeneracio walleriana

Els canvis cdl-lulars i moleculars del segment distal que segueixen a una lesio
nerviosa, coneguts com a degeneracio walleriana, seran determinants en l'exit de la
regeneracié axonal i la recuperacio funcional posterior. Els canvis inclouen: la fragmentacio
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dels axons seccionats, la lisi de la mielina, €l reclutament de macrofags hematogens dins de
I'endoneuri, la fagocitosi del material degradat per cel-lules de Schwann i macrofags, i la
proliferacio de cél-lules de Schwann gque formen bandes de Biinger, columnes de cel-lules de
Schwann disposades formant tubs endoneurals amb lalamina basal a llarg del segment distal
(Wood i Bunge, 1975; Pellegrino et al., 1986).

Les cdl-lules de Schwann mielinitzants no posseeixen unes condicions que afavoreixin
el creixement neural, de manera que sembla determinant que aquestes cel-lules es facin
immadures després de la lesid i comencin a proliferar. Es poden destacar dues fases
proliferatives. La primera es correlaciona amb la perdua de contacte amb I'axd i amb
I'arribada de macrofags al segment distal (Perry et a., 1987), mentres que la segona es
relaciona amb el contacte dels axons regenerants (Pellegrino i Spencer, 1985). El pic maxim
de proliferacio és a la setmana, mentres que als 28 dies ja es recuperen els nivells basals.
(Cohen et al., 1992).

Les cel-lules de Schwann segmenten les restes de mielinai inicien al degradacié de la
seva propia mielina (White et al., 1989), alhora que secreten factors quimioatractius, com el
LIF (Curtis et al., 1994), per tal datreure els macrofags hematogens, els principals
fagocitadors de la mielina (Stoll and Muller, 1986, Perry et a., 1987, Stoll et al., 1989). Dos
dies després de lalesio, macrofagsi limfocits T envaeixen lazonadelalesio i, en quatre dies,
S han estés per tot el segment distal (Perry et al., 1987).

Per altra banda, en €l nervi intacte, la produccié de NGF per part de les cdl-lules de
Schwann és minima, i les neurones que depenen d'aquest factor neurotrofic per sobreviure
I'obtenen, basicament, dels seus organs diana mitjancant transport retrograd. L'augment de
produccio de NGF a les cdl -lules de Schwann després d'unalesié (Heumann et al., 1987 a, b)
suposaria una font temporal d'aquest factor per a les neurones denervades i gjudaria a evitar-
ne lamort (Johnson et al., 1988). Per atra banda, és essencial que les neurones axotomitzades
rebin suport trofic que els garanteixi la supervivencia mentres estan denervades. Aquest
abastiment pot provenir del segment distal del nervi o dels organs denervats, si bé la capacitat
de les motoneurones de sobreviure més d'un any fins i tot quan estan desconnectades de
I'extrem distal (Carlsson et a., 1979) suggereix que la glia medul.lar o elles mateixes poden

secretar aquests factors (Fu and Gordon, 1997).
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Regeneraci6 axonal

En e segment proximal, els axons es retreuen fins a primer node de Ranvier i les cel.lules de
Schwann que €els envolten patiran els mateixos canvis que al segment distal. Els axons
comencaran a créixer tot donant una gran quantitat de ramificacions (entre 50 i 100), que
formaran un neuromasi I'ambient distal no afavoreix la regeneracié (Friede and Bischhausen,
1980). S I'ambient és favorable, una mitjana de 5 ramificacions comencara a créixer
(Gutmann and Sanders, 1943; Toft et al., 1988). No obstant, si es déna lareinnervacio distal,
amb €l temps seliminaran totes les ramificacions menys una (Mackinnon et al 1991). Quan
els axons arribin al segment distal, estimularan la segona ona de proliferacio de les céllules
de Schwann (Wood and Bunge, 1975). Els axons lesionats son capacos de regenerar tant si
estan en contacte amb les cél.lules de Schwann com amb la [amina basal, ja que presenten
diverses molécules d'adhesid, com laminina (LB) i neural cell adhesion molecules (N-CAM i
L1) (Martin and Schachner 1988) i caderines. Per contra, les restes de mielina es consideren
repel -lents de la regeneracio. Els axons regenerants del segment proximal han de saltar el
teixit connectiu per arribar a segment distal. En la matriu extracel lular, els axons van a
cercar la lamina basal, molt rica en laminina. A través de les integrines, que suneixen a la
laminina, els axons podran adherir-se alalaminabasal i moure's. Per atra banda, les cél.lules
de Schwann sobreexpressaran N-CAM i L1 després de la lesio i permetran el creixement
axonal a través de les bandes de Binger. Per contra, les caderines medien el creixement
axonal sobre les columnes de cél.lules de Schwann, ja que medien la unié entre cél.lules (ax6-
cél-lula de Schwann o ax6-axd) perd no amb lalaminabasal (I1de, 1996).

Les cdl.lules de Schwann, a més, son una font de factors trofics per als axons
regenerants. Al tornar-se proliferants després d'unalesio, secreten, péptids de la familia de les
neurotrofines (NGF, BDNF, NT-3, y NT-4/5), factors de creixement de fibroblasts (b-FGF, a
FGF), citoquines (CNTF, IL-1, IL-6, LIF y TNF-a), factors de creixement del tipus insulina
(IGF-I y 1I), factors derivats de cél.lules glials (GDNF), heregulinas (NDF, GGF) i altres
(PDGF, EGF) (Liu 1996, Fu y Gordon 1997, Heumann et al. 1987b). Els axons aniran
creixent distalment a través del gradient de concentracié d'aguests factors trofics (Kuffler
1986).

L'extrem distal de I'axd regenerant emet fines extensions anomenades conus de
creixement (Fawcett i Keynes, 1990), estructura especialitzada responsable del creixement, la
guiai el reconeixement dels organs diana (Landis, 1983). El material necessari per estendre

els conus de creixement es transporta per transport anterograd, i sembla que Sintegra a la
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membrana mitjancant vesicules que shi fusionen, através d'un mecanisme semblant alafusié
de les vesicules sinaptiques (Sudhof i Jahn, 1991; Ide, 1996). Per altra banda, els dos elements
claus en el creixement del conus son els microtdbuls i els filaments d'actina. Els microtubuls
son els responsables de I'elongaciod de les neurites, mentres que els filaments d'actina son
indispensables per ala motilitat dels filopodis i lamelipodis del conus de creixement (revisio,
Letourneau et al., 1996). La concentracio de ions calci intracel lulars afecta l'ensamblatge dels
elements del citoesquelet, de manera que el calci és un regulador intracel-lular clau en
I'elongaci6 de les neuritesi lamotilitat dels lamelipodisi filopodis del conus de creixement, s
bé aquests dos components estan regulats per diferents concentracions de calci, i un influx
critic de calci que redueixi la motilitat incrementara I'elongacio de les neurites (Mattson and
Kater, 1987). La proteina GAP-43 es troba associada a la membrana plasmatica dels conus de
creixement en grans quantitats (Van Lookeren Campagne et al., 1989) i sha relacionat amb
I’extensio de les neurites i amb la ramificacio i I'adhesio dels conus de creixement (Aigner i
Caroni, 1995). La GAP-43 és fosforil-lada per la proteina cinasa C (PKC), de manera que
podria ser una proteina clau en la transduccio de senyals intracel lulars dels conus en extensio
(Meiri et a 1991). No obstant aixo, la GAP-43 també activa una proteina G que inhibeix el
conus de creixement en cultius (Strittmatter et al., 1994), fet que suggereix un efecte dual
d'aguesta proteina. Per atra banda, la GAP-43 no és especifica de neurones i es troba també
sobreexpressada en les cel.lules de Schwann proliferants després d'una lesié (Curtis et al.,
1992). Si bé no es coneix com, la GAP-43 podria estar implicada en la capacitat d'aquestes
cél.lules d'estendre els processos citoplasmatics i de moure's (Ide, 1996). Per contra, les
cel.lules de Schwann terminals de la placa muscular i les especialitzades que envolten els
axons aferents, no proliferen després d'una lesio, perd la denervacié comporta que presentin
immunoreactivitat contra la GAP-43, que probablement juga un paper important en
I'elaboracio o € remodelatge dels processos citoplasmatics (Woolf et a., 1992, Dubovy and
Aldskogious 1996).

REINNERVACIO DELSORGANSDIANA DENERVATS

La reinnervacio dels organs diana que havien quedat denervats i la maduracié dels
axons regeneratius una vegada aguests han reinnervat € seu teixit diana poden considerar-se
una de les fases terminals del procés de regeneracio nerviosa. La reinnervacié comporta
Importants canvis de les neurones regeneratives, ja que aguestes han de transformar els seus
conus de creixement en botons presinaptics. Per una banda, la inhibicié de I’ avang dels axons
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regeneratius mitjancant la polimeritzacio de nous microtibuls sembla estar mediada per la
fosforil-lacio de GAP-43 (Skene 1989), fet que provoca una reduccié en els processos de
fosforil-laci6 i en la concentracio d’'ions calci lliures, que impossibilita la polimeritzacio de
nous microtubuls i, per tant, I’avancg de I’ axd regeneratiu (Strittmatter et al., 1991). Per dtra
banda, aquest procés comporta un augment del transport de vesicules que es fusionen amb la
membrana del conus de creixement, augmentant la seva superficie i e seu volum
citoplasmatic. D’ aguesta manera, aquestes vesicules aporten lipids i proteines de membrana
gue configuren la membrana presinaptica, al mateix temps que s'incrementa i s estabilitza el
citoesquelet de I'axd regenerant i augmenta el transport d'organuls i de vesicules de
neurotransmissors (Kelly i Grote 1993).

Les cél.lules de Schwann no només juguen un paper decisiu en la regeneracio axonal,
sind també en lareinnervacio periférica. Aixi, podem veure que en la unié neuromuscular les
cél.lules de Schwann no mielinitzades responsables del recobriment de la unié neuromuscul ar
(les anomenades cél.lules terminals) participen en e manteniment i la reparacié de les
sinapsis neuromusculars. En situacions de denervacié muscular, aquestes cel.lules també
contribueixen al manteniment dels miocits denervats, ja que migren cap a €ls i alliberen
acetilcolina (Brockes 1984), a més de generar extensions citoplasmatiques que serveixen de
guia per a creixement dels axons motors durant la reinnervacio, inhibeixen I’elongacié
axonal en les proximitats de la placa neuromuscular i inicien la sinaptogenesi (Chiu et al.,
1991; Son et a., 1996). Finalment, aguestes extensions citoplasmatiques de les cél-lules de
Schwann terminals també s estableixen entre plaques motores veines (Duvovy y Svizenska
1994), fet que permet la major ramificacio terminal dels axons motors cap a fibres musculars
veines.

No obstant aix0, laregeneracié dels axons només és un prerequisit per alarecuperacio
funcional, i també és important la correcta orientacié dels axonsi la seva maduracié adequada
en lareinnervacio del teixit diana

Per altra banda, la reinnervacié de teixits denervats després de la lesiéo d’un nervi
també pot donar-se per axons de nervis proxims gue no shagin vist afectats per lalesié i que,
mitjancant el fenomen de ramificacio col-lateral, enviaran branques als organs denervats per
tal de reinnervar-losi compensar la pérdua de funcio tot expandint € seu territori d'innervacio
(Diamond and Forester, 1992). En els mamifers, pero, la reinnervacié col-lateral només
permet una recuperacio funcional per les fibres de petit calibre, com les nociceptives A delta
(Nixon et al., 1984) i C (Doucette i Diamond, 1987) i les simpatiques sudomotores (K ennedy
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et al., 1988; Navarro i Kennedy 1988) i pilomotores (Gloster i Diamond, 1988). Les fibres
sensorials gruixudes no son capaces de donar ramificacio col -lateral després de la denervacio
d’un territori vei (Devor et a., 1979, Jackson i Diamond 1984) tret d’ en un periode molt breu
de I'etapa postnatal (Jackson and Diamond 1984), mentres que les motonoeurones nomes
tenen la capacitat de donar ramificacions en una zona restringida dins del mateix muscul
(Brown et a 1981).

Per contra, totes les fibres, tant primes com gruixudes, son capaces de regenerar
després d’una lesio. No obstant aixo0, tenen una capacitat diferent d assolir la reinnervacio de
les seves dianes (Navarro et al., 1994). Aixi, la reinnervacié funcional per axons prims
sudomotors i nociceptius Ssinicia abans i assoleix nivells superiors que la d'axons mielinics
gruixuts. En els axons musculars i sudomotors, la recuperacié funcional té lloc
aproximadament 48 hores després de |'aparicié dels perfils nerviosos sobre aquests dianes
(Verda i Navarro, 1997), retard que tradueix € temps necessari per reditzar la
neosi naptogenesi. Per contra, la recuperacio funcional de lanocicepcio apareix 48 hores abans
de la deteccio de perfils epidermics, ja que les terminals lliures poden comencar arespondre a
estimuls nociceptius des de punts profunds. Aquesta capacitat de respondre des de certa
profunditat explica per que la recuperacio funcional de la nocicepcié sol ser molt bona, finsi
tot en lesions per seccié completa del nervi. La degeneracio dels axons amielinics no va
acompanyada de la formacié de bandes de Bugner, de manera que aguests axons tenen
dificultats per trobar punts per on travessar la membrana basal dermo-epidermica (Stankovic
et a., 1996), pero aquest fet no impedira que els terminals puguin ser funcionals. Aixi mateix,
també uns pocs axons sudomotors poden reinnervar un nombre normal de glandules
sudoripares degut ala seva capacitat de ramificacio col lateral i a fet que les glandules poden
secretar tot i estar parcialment denervades (Navarro et a., 1997, Verdu et al., 1997). En canvi,
les fibres nervioses mieliniques gruixudes, per aconseguir una recuperacio adequada, han de
reconnectar apropiadament amb el seu organ diana segons un patro similar al normal o, si més
no, compatible amb el desenvolupament de la funci6. La reinnervaci6 inespecifica d'aquestes
fibres sol comportar disfuncions més notables que €ls errors comesos per fibres primes, on la
localitzacié és més grollera. El fet que una motoneurona reinnervi la fibra d'un mascul
antagonista del que reinnervava previament, 0 que neurones sensorials canviin el seu territori
dinnervacio cutani pot suposar més un inconvenient que un benefici per a pacient
(Montserrat i Benito 1988; Sumner 1990).
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METODES DE REPARACIO DE LESLESIONSNERVIOSES

En les neuronotmesis (grau 3-5 de Sunderland) és obligada la intervencio quirdrgica,
ja que la recuperacié funcional de manera espontania és nul-la o molt reduida. No obstant
aixo, avui en dia encara no es disposa d'un métode de reparacié que garanteixi una bona
recuperacio en les lesions més severes. Ca tenir en compte que la situacio ideal d'un
laboratori no se sol donar en la clinica humana, i que depenent de I'estat del pacient, la
naturalesade lalesio i els mitjans técnics i humans disponibles seran determinants per decidir
quin és & millor moment per operar. En lesions agudes i netes es recomana la reparacio
nerviosa primaria (Grabb 1986) ja que sol ser possible la coaptacio directa dels extrems. En
estadis posteriors, en canvi, la retraccio i € teixit cicatricial no solen fer-ho possible. Per
contra, en lesions lacerants 0 amb una gran destruccio del teixit vei, cal esperar ala reduccié
de la resposta inflamatoria associada per garantir una correcta reparacié nerviosa. Per tant, és
lanaturalesa de lalesio laque determina el millor moment per alaintervencio (Ducker 1981).

Sutura directa

La coaptacio dels extrems nerviosos seccionats es pot fer mitjancant sutura epineural.
Es una técnica simple que suposa un minim traumatisme associat a la intervencio, si bé no
sempre garantira un correcte alineament dels fascicles. Per contra, la reparacié fascicular
intenta assegurar una orientacié optima dels diferents fascicles tot suturant-los
individualment. Perd la manipulacid necessaria per suturar €ls diferents fascicles (reseccié
epineural i dissecci6 dels diferents fascicles) provoca un trauma quirdrgic important, que pot
agreujar la lesio vascular associada a la lesio primaria. Si bé alguns estudis no han mostrat
avantatges de la sutura perineural respecte I'epineural en primats (Cabaud et al., 1980, Kline
et al., 1981), la sutura fascicular milloraria |'especificitat de la reinnervacio muscular
(Brushart et al., 1983).

I nterposicio d'un empelt nerviés

En lesions severes o lacerants i en les intervencions secundaries, on és necessari
resecar €l teixit cicatricial, la sutura directe no sol ser possible. La tensié dels extrems no és
recomanable, ja que atera e flux vascular, incrementa la formacio de teixit cicatricial i
disminueix la qualitat de la regeneraciéo axonal (Lundborg, 1982). En aguests casos, es
recomana la interposicié d'un empelt nervids que eviti unatensié excessiva al reempalmar els

dos extrems. El mgjor nombre de fibres a nivell de I'empelt i 1a reduccié d'aquestes distalment
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indica un cert grau de ramificacié axona en la primera sutura i una perdua de fibres a la
segona.

Els empelts nerviosos son un magnific substrat per la regeneracio, ja que el's seus tubs
endoneurals originaris serviran de guia per als axons en creixement. Alhora, el material dels
axons seccionats en degeneracié podra ser reciclat i reutilitzat i haura un gran nombre de
cel.lules de Schwann reactives. L'empelt nervids meés utilitzat en clinica és I'empelt d'origen
autoleg. L'empelt ideal resultaria d'implantar el mateix segment de nervi resecat, pero és una
situacio que nomeés és factible a nivell experimental. En clinica humana, per contra, cal
sacrificar un nervi de menor jerarquia funcional (habitualment el nervi sural) per tal de poder
obtenir material autoleg. No obstant, aquesta opcié comporta una segona intervencio
quirargica per a pacient i una pérdua funcional afegida. Alhora, hi ha una limitacié en
I'obtenci6 del material i en la correspondenciaentre el calibre del nervi i de I'empelt.

L'obtencié d'empelts al -logenics no és problematica, pero cal reduir la reaccié immune
per evitar la necrosi o fibrosi del teixit transplantat. Sembla que les cél.lules de Schwann son
les principals cél.lules presentadores d'antigens dels nervis (Aguayo et a., 1979) jaque son la
primera diana de la resposta immunol ogica de I'hoste. Una manera de reduir I'antigenicitat de
I'empelt és fer-lo acellular. Mitjancant congelacié, selimina la cel-lularitat perd es manté la
matriu extracel -lular, incloent la lamina basal (Anderson et al., 1983), la qual sera capag de
donar suport a la regeneracié axonal. No obstant, la regeneracié vindra determinada per la
migraci6 prévia de cdl.lules de Schwann de I'hoste (Anderson et al., 1983, Hall, 1986 a). Pero
degut a la limitada capacitat de migracié d'aquestes cdl.lules, els empelts acel -lulars no son
capacos de sostenir la regeneracio através de distancies superiors als 40 mm en larata (Hall,
1986 a, Nadim et al., 1990). Per altra banda, si bé es manté lalamina basal, sha vist que hi ha
un decrement d'un dels seus components més actius a nivell neurotrofic, la laminina
(Manthorpe et a., 1983), després del procés de congelacié (Dubovy, 1998). També es pot
bloqugiar la respota immune mitjangant tractament sistemic amb immunosupressors com
I'azatriopinai la hidrocortisona (Pollard i Fitzpatrick, 1973, Pollard et a., 1973; Mackinnon et
a., 1987), la Ciclosporina A (CsA) (Zalewski and Gulati, 1984; Bain et al., 1988; Yu et a.,
1990) o I'FK506 (Bittemeyer et al., 1995; Feng et al., 2001; Okagjima et al., 2002). Sense
tractament, les cel.lules de Schwann son rapidament rebutjades i substituides per cél.lules del
propi hoste (Lassner et al 1989, Ishida et al., 1993b, Midha et a 1994). En aquests casos,
I'empelt esdevé acdl-lular i, per tant, la seva capacitat de sustentar la regeneracié és molt més
pobre gque la dels empelts amb cél.lules viables (Gulati 1988). Per contra, mentres es manté la
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immunosupressio, es mantenen les cel.lules de Schwann al.logéniques, sent aguestes les
responsabl es de sostenir |a regeneracié dels axons de I'hoste (Midha et a,. 1994). No obstant,
en seguiments més llargs sha descrit un rebuig cronic de les cél.lules de Schwann donants
(Ishida et a 1989). Degut a l'elevada toxicitat que suposa per a pacient un tractament
immunosupressor sistemic, amb un risc vital important, és discutible la seva utilitzacié per
garantir la recuperacio funcional dun nervi lesionat, sobretot s sha de mantenir
indefinidament. Degut a que els axons regenerants son propis de I'hoste, si bé travessen
I'empelt donador, seria d'esperar que una supressio del tractament immunosupressor quan la
regeneraci6 shagués consolidat no suposés una perdua funcional conseqlient, ja que els axons
no serien rebutjats. No obstant, els estudis que han valorat la immunosupressio temporal son
controvertits (Zalewski and Gulati, 1981; 1984; Yu et al., 1989), si bé en alguns casos sha
descrit una certa recuperacié funcional després del consequient rebuig degut a la retirada del
tractament immunosupressor (Mackinnon et al., 1992, Ishida et a., 1993a, Midha et al.,
19934, 1993b).

Lallargariadels al.loempelts, aixi com la sevaimplantacié distal, sera determinant per
I’éxit de la regeneracio, ja que és important que els axons regenerants creuin rapidament
I’ empelt, abans la reaccid de rebuig immunol ogic que patiran no ateri prou la seva estructura
arquitectonica per impedir-ne el seu pas. (Pollard et al 1973). Un al.loempelt de 8 cm en una
ovella (Strasberg 1996) és massa llarg per sostenir la regeneracio, mentres que un de 3 cm en
la part distal de I’avantbrag de primats no demana immunosupressio per permetre una bona
regeneracio (Bain 1992).

Tubulitzaci6 nerviosa

Els empelts nerviosos son un bon substrat per la regeneracio si conserven la seva
poblacié cel-lular i son immunologicament compatibles. Perd degut a la problematica de
I'antigenicitat i a la limitacio en I'obtencié de material autoleg, shan buscat alternatives als
empelts en les reseccions nervioses, com la tubulitzacio, la interposicido d'un tub
biocompatible entre els extrems del nervi per tal que faci de guia als axons regenerants,
previngui que aguests es desviin cap ateixits veins i faciliti, a condensar els factors trofics
alliberats pels extrems seccionats, la creacié d'un microambient favorable en la promocié de
laregeneracio (Lundborg et al., 1982; Fields et al., 1989).

Després de la lesig, hi ha una extravasacié de serum i altres fluids que ompliran
rapidament la [lum tubular (Longo et al., 1983, Williams et a., 1985). El segment distal
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nervios allibera factors difusibles i les cél.lules adjacents a la lesié secreten nutrients i factors
trofics per tal de promoure laregeneracio. En una setmana, shauraformat un pont de fibrina,
amb fibroblasts, fibronectina, macrofags, leucocits i eritrocits (Lundborg et al., 1982), que
connectara el's dos extrems nerviosos. Aquest cordd sera la guiainicial per la migracié dels
fibroblasts, les cél.lules de Schwann i per on avancaran els axons regenerants. Els fibroblasts
proliferaran i migraran tant des de I'extrem distal com proxima tot formant capes
concentriques que remedaran el perineuri (Scaravilli, 1984). No esta clar si les cél.lules de
Schwann migren amb €ls fibroblasts i formen part de I'ambient favorable per la progressié
dels axons regenerants (Williams et al., 1983) o bé migren conjuntament amb els axons en
creixement sobre una estructura primaria de fibroblasts i vasos que han envait la matriu de
fibrina (Le Beau 1986), si bé sha vist que les cdl.lules de Schwann no necessiten el's axons
per migrar pel cordd de fibrina (Williams et al., 1993). Sigui com sigui, l'estructura final
formada simulara un tronc nerviés i les fibres regenerants sorganitzaran en mudltiples
minifascicles envoltats de teixit perineural. Els fascicles formaran a seu torn un cordé solid
gue estara envoltat de teixit connectiu que simulara I'epineuri. Inicialment, I'espai remanent
entre el cordd i lallum tubular estara ple de teixit connectiu, que acabara sent substituit per
teixit adipés (Lundborg 1988).

L'exit de laregeneracié dependratant del material i les caracteristiques fisiques del tub
com de ladistancia entre els dos segments nerviosos seccionats. Aixi, shavist que el diametre
ideal dels tubs de silicona és aproximadament 1,5 vegades €l diametre del nervi reparat, amb
el minim gruix de paret (Buti et a., 1996). Per altra banda, la permeabilitat de la paret (Jenq i
Coggeshall 1987) i els materials reabsorbibles, com el col-lagen o els polimers de polilactat-
caprolactona mostren millors resultats quan es comparen amb els que sobtenen amb tubs de
silicona (Chamberlain et al 1988, Navarro et al., 1996, Vaero-Cabré et a 2002),
probablement degut a la seva major capacitat de subministrar nutrients als axons regenerants,
d'impulsar laformacié de lamatriu inicial i del cordd cel-lular (Williams et a., 1987). Aquest
subministrament extraneural seria critic en distancies llargues, on els extrems veuen molt
limitada |a seva capacitat de formar el cordd inicial, fet que explica el major percentatge d'exit
en la regeneracio d'aguests tubs davant dels tubs de silicona. Perqué un dels factors més
limitants en I'exit de la regeneracio és la distancia entre els dos extrems del nervi seccionat.
Aixi, distancies de 6 mm en €l ratoli (Goémez et al., 1996, Buti et al., 1996; Rodriguez et al.,
1999) o de 15 mm en la rata (Lundborg et a 1982, Williams et a., 1987) no es consideren

subsidiaries de ser reparades mitjancant tubulitzacid, degut a pobre exit en laregeneracié que
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mostren. Per contra, quan la tubulitzacio sutilitza com una alternativa a la sutura directe i, pel
mateiX, els dos segments nerviosos estan propers, aquest metode es mostra igual d'efectiu
(Lundborg et a 1997, Navarro et al 1994). Sha de tenir en compte, a més a més que, essent
mes facil la implantacié d'un tub de silicona que no pas la sutura directe entre dos extrems
nerviosos, aguesta alternativa quirdrgica suposaria una avantatge ja que €l seu exit no es
veuriatan determinat per I'experienciadel cirurgia.

Malauradament, la tubulitzacié simple no subministra un substrat adequat per a la
regeneracio axona quan la separacié entre els extrems del nervi seccionat és relativament
llarga. Es per aix0 que sha intentat millorar I'eficacia de la tubulitzacio mitjancant la
introducci 0 de diferents elements dins de lallum tubular. Shan introduit diferents components
de la matriu extracel -lular, per tal de remedar €l cordd gque es forma inicialment, com matrius
de fibrina (Williams 1987), de col-lagen (Madison et a., 1988; Labrador et al., 1998) o de
laminina (Madison et al., 1988; Kauppila et a., 1993). No obstant, és important que la matriu
introduida tingui una densitat adequada (Labrador et al., 1995; 1998), ja que per excés
dificulta la regeneracid. També es poden introduir factors trofics, pero degut a que la resposta
biologica a la lesié nerviosa respon a un complex patré de senyals, |'administracié
indiscriminada de factors trofics no sembla una bona eina terapéutica a menys que € factor en
questio tingui una activitat generalitzada sobre les diferents fases i elements de la regeneracié
(Thoenen 1991). Un altra opci6 assgjada ha estat la introduccio de segments de nervi dins de
la llum tubular, per tal d’'incrementar I'aport estructural necessari per la formacio del cordo i
la sustentacié de la regeneracio (Jenq i Coggeshall 1986; Rodriguez et a., 1999) o bé cél.lules
glials, en un intent de mimetitzar la composicié dun empelt nervios. Sha vist que el
transplant de cel.lules de Schwann incrementa e grau de regeneracié assolit respecte la
tubulitzacié simple (Guénard et al., 1992; Keeley et a., 1993; Kim et a., 1994. Ansselin et
a., 1997; Levi et al., 1994, 1997; Rodriguez et al., 2000). No obstant, la
immunocompatibilitat entre la cel-lula transplantada i I'hoste és fonamental en I'eficacia
d'aguest metode reparatiu (Guénard et al., 1992; Rodriguez et al., 2000).

METODES PER PROMOURE LA REGENERACIO NERVIOSA

Qualsevaol intervencio terapéutica en una lesid nerviosa ha d'anar encaminada a
promoure la recuperacio funcional, ja sigui facilitant la regeneracio nerviosa o la ramificacié
col-lateral, com la correcte reinnervacié dels organs diana. Per atra banda, la denervacié
cronica perjudica la posterior recuperacié funcional, de manera que és important intentar
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accelerar la regeneracié axonal per tal descurcar € periode de denervacio. Per tant,
para-lelament als abordatges quirdrgics, sha plantgjat la necessitat de |'administracio
coadjuvant de farmacs que poguessin accelerar o promoure laregeneracié o lareinnervacié en
un intent de millorar els nivells de recuperaci6 final assolits. Malauradament, encara no s ha
trobat un farmac adient per aplicar en humans, tot i els bons resultats que s hagin pogut
obtenir amb diferents terapies en estudis experimentals. Un dels inconvenients de les terapies
assgjades en models experimentals és la seva via d’ aplicacio. Aixi, els factors de creixement
tenen una aplicacio clinica molt limitada degut a la seva mala viabilitat oral, la manca de
permeabilitat ala barrera hematoencefalica i la necessitat, per tant, de ser aplicats topicament
al focus de lesio. L’ atre problema sol ser |a seva toxicitat. Els gangliosids, per exemple, han
vist frenada la seva aplicacio en humans pel risc a desencadenar la sindrome de Guillain-
Barré (Schonhofer, 1991; Figueras et a., 1992). La nimodipina, per la seva part, s bé
S utilitza en clinica, no ha demostrat uns efectes proregeneradors prou convincents (Gispen et
a., 1991; Angelov et al., 1996).

Una familia de farmacs amb unes perspectives esperancadores en aquest sentit és la
dels lligands d'immunofilines, que han mostrat propietats neurotrofiques i neuroprotectores
en un variat nombre de models experimentals tant in vivo com in vitro. Els dos principals
components d'aguesta familia, la ciclosporina A (CsA) i I'FK506 o tacrolimus, sutilitzen
extensament en clinica humana com a supressors selectius de la immunitat cel-lular per tal de
prevenir el rebuig d'organs solids després del seu transplantament. Son farmacs, per tant, que
ja s'utilitzen en humans, si bé la seva acci6 immunosupressora sistemica es converteix,

inevitablement, en un efecte secundari atenir en compte.

Elsfarmacslligands d' immunofilines

El descobriment de la CsA, un peptid ciclic derivat fangic, va revolucionar el
transplant d organs solids, ja que va convertir-se en una aternativa molt menys toxica als
immunosupressors citotoxics. Posteriorment, es va aillar d’un fong Streptomices I' FK506 o
tacrolimus, d’estructura macrolida. Més recent ha estat € descobriment de la rapamicina,
d estructura molt semblant a I'FK506. Aquests tres farmacs bloquegen la proliferacio dels
limfocits T estimulada per antigens especifics o per cel.lules al.logeniques (revisio, Schreiber
1992). Els tres s'uneixen a unes proteines intracel -lulars, les immunofilines, i hi formen un

complex através del qual exerciran la seva acci6 farmacol 0gica (veure més endavant).
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La seva activitat immunosupressora és independent de la seva activitat sobre €
sistema nervios, si bé el seu efecte dual podria ser molt interessant en situacions concretes,
com la reparacié de lesions nervioses mitjancant empelts d'origen al.logenic. En altres casos,
per contra, I'efecte immunosupressor podria suposar un efecte secundari prou toxic per
limitar-ne e seu Us. Una estrategia encaminada a minimitzar els inconvenients d'aquests
farmacs és la recerca de Iligands d'immunofilines que mantinguin els efectes neurotrofics i/o
neuroprotectors perd que no siguin immunosupressors (Steiner et al., 1997a, Gold et al.,
1997). Per dtra banda, és important disposar d'estudis de dosi dependeéencia per tal de reduir
a maxim latoxicitat del tractament.

Lesimmunofilines

Les immunofilines sdn unes proteines citoplasmatiques que tenen en comu la mateixa
activitat enzimética, l'activitat prolil-peptidil isomerasa (PPlasa) o rotamasa (revisio de
Schreiber, 1992). Se subdivideixen en dos grans subgrups, les ciclofilines (CyP) i les FKBP
(FK506-binding protein), segons suneixin a la Ciclosporina A 0 a I'FK506 respectivament
(revisions de Schreiber, 1991; Fruman et al., 1994; Hamilton i Steiner, 1998; Guo et al.,
2001). Com que son proteines molt ubiques, se les ha implicat en funcions bioldgiques molt
generals, com el plegament i el transport de proteines i la formacié de complexes proteics.
Aquests proteines estan molt conservades a Ilarg de I'escala filogenética, probablement degut
ala seva capacitat d'actuar en condicions d’ estres cel -lular (revisié de Fruman et al 1994). Per

altra banda, estabilitzen alguns canals de membrana (revisié de Snyder i Sabatini, 1992,

15



INTRODUCCIO

Marks et a., 1996). Aixi, I'FKBP-12 interacciona amb el receptor de larianodinai el trifosfat
d'inositol, dos canals de calci, i els dona estabilitat tant en I'estat obert com tancat. Sembla
gue, unint-se a canal, faria de pont d'enllag amb la calcineurina, que Suniria al complex i
modularia € flux de calci tot regulant la fosforilacié del canal (Cameron et al., 1995ab). Pel
mateix mecanisme (Wang et a., 1996) sha proposat que la FKBP-12 controlaria |'activitat del
receptor del TGF (Transforming growth factor f) (Wang et al., 1994).

Per una altra banda, la CyP D forma part de la matriu mitocondrial i Sassocia a un
canal depenent de voltatge que en condicions patologiques forma el MPTP (mitochondrial
permeability transition pore), implicat en lamort cel -lular mediada per calci (Crompton et al.,
1999).

Algunes immunofilines formen part de complexes proteics, com els heterocomplexes
dels receptores esteroidals. Tant la CyP40 com la FKBP-52 (també coneguda com a heat
shock protein 56) shi associen (revisié de Pratt and Toft, 1997). Aquests complexos, formats
per multiples proteines chaperones, estabilitzaran el plegament del domini d'unié al'hormona
I sembla que estan implicats amb el transport citoplasma-nucli dels receptors esteroidals a
través d'un transport depenent de microtibuls. La unié de la dineina, una proteina motora,
amb el complex, es faria a través de la FKBP-52. De manera paral-lela, en les neurones,
aquesta immunofilina podrien intervenir en e transport retrograd de proteines (Pratt et a.,
2000).

Per tant, les immunofilines tindrien unes funcions molt generals en condicions
fisiologiques i només lainteraccié amb un Iligand exogen els permetria interferir en cascades

de senyalsintracel -lulars.

Acci6 immunosupressora dels lligands d’ immunofilines

Se sap que les immunofilines responsables de mediar I'activitat immunosupressora de
la CsA i I'FK506 son, respectivament, la CyP i la FKBP-12 dels limfocits T. Els farmacs no
n'ateraren la funcié sind que formen un complex i sera la geometria d'aguest complex i no
pas la immunofilina implicada qui determinara el mecanisme d'accio (Schreiber, 1991). Els
farmacs tenen dos dominis d'unid, el gque suneix alaimmunofilinaen el seu domini enzimatic
(rotamasa) i e domini efector, que mediara les accions biologiques del complex
immunofilina-farmac. Aixi, e complex CsA-CyPA, prendra una configuracié semblant a
complex FK506-FKBP-12 i ambdds complexos interferiran sobre la calcineurina, una
fosfatasa calci/calmodulina depenent (Liu et al., 1991; Schreiber and Crabtree, 1991). Quan
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les cel.lules presentadores d'antigens presenten un antigen estrany als limfocits T, sactiva el
seu receptor i hi ha una entrada de calci intracel-lular. El calci suneix ala camodulinai la
calcineurina B, que activaran |'activitat fosfatasa de la calcineurina A. Aquesta fosforil -lara el
component citoplasmatic del factor de transcripcié nuclear de les cél.lules T (NF-AT) i
promoura latranscripcié del gen delall-2 i del seu receptor (Crabtree, 1989). El bloqueig de
la calcineurina per part del complex immunofilina-farmac comportara, en darrer terme, la
inhibici6 de laproliferacié dels limfocits T mediada per lall-2 (Flanagan et al., 1991) (Fig. 3).
Altres indicis confirmen que no és la inhibici6 de I'activitat rotamasica siné la
geometria del complex la que determina I'accié dels farmacs. Aixi, la rapamicina, un altre
farmac del grup, d’ estructuraandoga alade I’ FK506, amb qui comparteix la capacitat d’ unio
a les FKBPS i que també n’inhibeix la seva capacitat rotamasica de manera potent, no
presenta el mateix mecanisme immunosupressor que aquest o que la CsA. Curiosament, altera
la immunitat cel-lular en un punt més tarda del cicle, ja que € complex rapamicina-FKBP
interacciona amb una altra proteina, la RAFT (rapamycin and FKBP target) (Brown et al.,
1995). El bloqueig d'aguesta proteina, en Ultim terme, evita la proliferacié dels clons de
cél.lules T estimulats per lall-2 (Abraham i Wiederrecht, 1996, Schreiber, 1991) (Fig. 3).

antigen

"""|||||||||||||I|||||I|||||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII::]IIIIIIII|||IIIIIIIIIIIIIIIIIII" AN I|I|||||||III||||||||||||||||||||||||||||||

||| & ocar 3 RAFT1 "l |||||
||||||| 8 s |||||.

@ p7OSG l
C|nasa

FKBP12 @

calcmeurma

p70S6
cinasa

FK506 FKBP12>

P
=1 mRNA

transcripcio progressio del
IL-2 cicle cel.lular

Fig 3. Esquema del mecanisme immunosupressor de la Ciclosporina A (CsA), I'FK506 i la
rapamicina (rapa) en elslimfocits T activats.
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Per altra banda, una molécula molt petita, |a 506BD, que Suneix alarotamasa de la FKBP-12
perd no posseeix € domini efector de I'FK506 no ha mostrat efecte immunosupressor (Bierer
et a., 1990), si bé bloquegja els efectes del's farmacs quan sadministra conjuntament.

Per tant, sembla clar que I'accié immunosupressora d agquests farmacs no ve
determinada per la seva capacitat d'inhibir la rotamasa de les immunofilines, sind per la
configuracio del complex que formen amb aquestes quan s hi uneixen mitjancant, aixo si, €l
domini rotamasic. Pel mateix, els farmacs no inhibeixen les immunofilines siné que, tot
formant amb elles un complex, permeten que aguestes interaccionin amb altres blancs
(Schreiber, 1991).

Efectes delslligands d immunofilines en el sistema nervios

L'FK506 accelera la regeneracio nerviosa després d'una lesio per aixafament (Gold et
al., 1994, 1995) amb una corba dosi resposta en forma de campana, amb un pic maxim as 5
mg/kg/diai unacaigudade I’ eficaciaadosis de 10 mg/kg (Wang et al., 1997). Per contra, cap
estudi ha pogut demostrar que la CsA promogui la regeneracio nerviosa (Wang et a., 1997,
Lee et al., 2000). En lesions més greus, s efectes de I'FK506 no han estat tan clars. Aixi,
després de la reparacié mitjancant empelts autolegs o isogenics, I'administracié de dosis
d’ entre 0.3 i 1 mg/kg d’' FK506 nomeés acceleren I’inici de la recuperacié locomotora, pero els
valors finals assolits son equivalents als dels animals no tractats (Doolabh et al., 1999; Fansa
et al., 1999).

En cultius cel-lulars, I'FK506 promou tambeé I'elongacio de les neurites, si bé dins del
rang de 1-10 nmol/l (Gold, 1997; Lyons et a., 1994, Chang et al., 1995). Dosis més elevades,
de I’ ordre de micromols (Chang et al., 1995) en acord amb les observacions in vivo (Wang et
a., 1997), inhibeixen & creixement neuritic, fet que suggereix gque un excés de farmac
inhibeix la seva propia accio neurotrofica. La CsA ha mostrat el mateix efecte a dosis més
elevades (50 nmol/l) en alguns tipus neuronal's, com cultius de neurones derivades de la cresta
neural (Lyons et al., 1994), mentres que dosis de 1 umol no s'han mostrat efectives en linies
derivades del neuroblastoma huma (Gold 1997). Per dtra banda, en cultius de neurones
dopaminergiques, tant la CsA com I'FK506 promouen I'elongacié, mentres que la rapamicina
i un analeg, € V-10,37, cap dels quals inhibeix la calcineurina, n'incrementa |'arboritzacié.
Curiosament, I'FK506, a dosis prou baixes per no promoure I'elongacié neuritica mostra un
efecte semblant alarapamicinai e V-10,37 (Constantini et al., 2000).
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En models in vitro, tan I'FK506 com la CsA inhibeixen la neurotoxicitat mediada per NMDA
(Dawson et a., 1993). En accidents vasculars cerebrals, per contra, |’ efecte neuroprotector
d aquests farmacs ha estat controvertit. En  models d'oclusié vascular transitoria, els dos
farmacs shan mostrat efectius protegint el teixit cerebral en agun estudi (Butcher et al.,
1997), si bé en un dltre treball la CsA no ha mostrat cap efecte neuroprotector (Y agitaet al.,
1996). Pero la limitada capacitat de la CsA de travessar |a barrera hematoencefalica (Begley
et al., 1990) explicaria perque aquest farmac no es mostra eficac en tots els models de lesié
cerebral. Aixi, una dosi prou elevada (Butcher et al., 1997) o la ruptura de la barrera
hematoencefalica (Uchida et al., 2003) serien fonamental perqué aquest farmac pogués ser
efectiu. Per contra, en models disquemia per hipoglucémia (Friberg et al., 1998) o de
contusié cerebral (Scheff et al., 1999), la CsA s'ha mostrat neuroprotectora, mentres que
I’FK506 no ha mostrat efectes beneficiosos clars. Finament, en clinica humana, els
transplantats hepatics amb tractament immunosupressor amb CsA han presentat una
freqliencia més elevada d’ accidents isquémics cerebrals globals que els tractats amb FK506
(Dawson, 1996). Si bé no pot descartar-se que la CsA provoqui més toxicitat que I’ FK506,
també existeix I'opcié que I'FK506 estigui neuroprotegint. També hi ha indicis, si bé molt
indirectes, de I’ acci6 neuroregenerativa de I' FK506 en humans. S esta utilitzant amb éxit com
a immunosupressor en e transplant al.logenic de mans en humans (Dubernard et al., 1999;
Jones et al., 2000; Margreiter et al., 2002) i en un dels estudis (Dubernard et al., 1999) es va
observar una evolucio inesperadament rapida del signe de Tinel (que permet valorar la
progressio del front regeneratiu sensorial).

Immunofilines en el sistema nervios

Si bé les immunofilines es van descobrir primer en € sistema immune, se sap que la
seva concentracié en € sistema nervios és molt superior (Steiner et al., 1992). Lalocalitzacié
regiona de la FKBP12 presenta una distribucio paral-lela a la de la calcineurina, fet que
suggereix unarelacié funcional entre lesimmunofilinesi lacalcineurina. Larelacio d'aguesta
proteina amb I'alliberacié de calci intracel.lular, en els processos de depressio a llarg terme en
I'nipocamp, en la desensibilitzacio dels receptors NMDA, en la regulacié de la sintesi de
I'0xid nitric i de la GAP-43 i en l'aliberacio de neurotransmissors podrien explicar gairebé
tots els efectes dels Iligands d'immunofilines sobre el sistema nerviés. No obstant, molts
estudis apunten a un mecanisme independent de la calcineurina per explicar els efectes
neurotrofics i neuroprotectors d'aquests farmacs. Ja per comencar, tal com s ha descrit
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anteriorment, hi ha molta controvérsia sobre la qliestio de si tots els farmac comparteixen els
mateixos efectes. Esta clar que I'FK506 promou la regeneracié nerviosa in vivo (Gold et al.,
1994; 1995) mentres que cap estudi ha pogut demostrar aquest efecte en la CsA (Wang et al.,
1997; Lee et a., 2000). In vitro, en canvi, aguns estudis equiparen els efectes dels dos
farmacs en I'elongacio de les neurites (Constantini et al., 2000). Per contra, altres analegs
mostren uns efectes diferents, promovent la ramificacio perd no I'elongacié (Steiner et al.,
1997b; Constantini et al., 2000). Pel que fa al paper neuroprotector, els efectes de la CsA |
I'FK506 in vitro sn semblants en un model de neurotoxicitat per glutamat (Dawson et al.,
1993) perd hi ha més disparitat d'equivaléncies en les comparacions en models in vivo
(Butcher et al., 1997; Yagitaet a., 1996; Uchino et al., 1995), si bé cal tenir en compte que la
CsA no travessa la barrera hematoencefalica (Begley et a., 1900), a diferencia de I’ FK506, i
gue, essent unes deu vegades menys potent que aguest, demana una dosificacio major.
Finalment, en atres models de lesié cerebra, ha estat I'FK506 qui no sha mostrat
neuroprotector, a diferéncia de la CsA. Sembla que, en aguests casos, |'efecte de la CsA seria
mediat per la seva interaccié amb una ciclofilina (la CyPD) que conforma el porus de
transicié mitocondrial (mitochondrial transition pore), fet que explicaria gue es mostrés més
eficag que I'FK506 (Uchino et al., 2002).

La disparitat en les conclusions dels diferents estudis suggereix que no hauria un sol
mecanisme d'accié gque expliqués els diversos efectes dels farmacs sobre € sistema nervios
central. La inhibicié de la calcineurina podria explicar alguns efectes comuns entre la CsA i
I'FK506 i jugar algun paper en la neuroproteccié de diversos models d'isqguémia cerebral. No
obstant, altres estudis proposen que |'efecte neuroprotector de I'FK506 seria calcineurina
independent i que demanaria la sintes de novo dARN (Klettner et al., 2001) tot induint la
resposta de les heat shok proteins (Klettner et al., 2003).

Tampoc sembla que la inhibicié de la calcinuerina sigui la responsable dels efectes
neurotrofics de I’ FK506. Per una part, la CsA no promou la regeneracio en modelsin vivo, a
diferéncia de I’ FK506. Per altra banda, en neurones de ratolins KO per la FKBP-12, I'FK506
també promou el creixement de les neurites. Com a immunofilina alternativa a la FKBP-12
S ha proposat 1a FKBP-52 (Gold et al., 1999a; Gold 2000; Gold i Villafranca 2003; Gold et
al., en premsa), una proteina associada amb el complex del receptor esteroidal madur (revisio
de Pratt i Toff, 1997). En cultius neuronals de neuroblastoma huma, I’addicié d’'FK506 i
dexametasona tenia un efecte additiu en la potenciacié de les neurites, perd no quan
s administrava conjuntament amb el R3-estradiol, fet que suggereix que tant I’FK506 com
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I’ estradiol promouen el trofisme neuronal a través del mateix receptor. En el mateix estudi,
utilitzant bloqugjants de la dissociacio del receptor s aconsegueix bloquejar I’ efecte de
I"'FK506 i els estrogens, mentres que la translocacié nuclear del receptor no sembla implicada
en aquesta accid. Per atra banda, I'addicié de I’anticos contra la FKBP-52 al cultiu
incrementa €l creixement neuritic més encara que si S addiciona FK506. L’ anticos blogueja
tant |’ efecte de ladroga com el del NGF, fet que, unit ala capacitat de I’ FK506 d’ accentuar la
sensibilitat de les cel.lules a NGF (Lyons et al., 1996) suggereix que la cascada de senyals
intracel.lular de neurotrofines i neuroimmunofilines podria convergir (Gold 2000, Gold i
Villafranca, 2003) mitjangant la cascada raf-MEK-MAPK (raf -MAPK kinase -mitogen-
activated protein kinase ), una via important en el creixement neuritic induit per factors
neurotrofics (revisio de Kaplan, 2000).

Unint-se a I'FKBP-52, I'FK506 desagregaria el complex del receptor esteroide i
alliberaria els seus components (diverses chaperones: la hsp90, la p23 i la immunofiling)
(Pratt i Toft, 1997) que comportaria un increment de la regeneracié axonal. L’activitat
neurotrofica de I' FK506 és depenent de I’ activacio de I’ ERK, un membre de la familia de les
MAPK, perdo no esta clar quin és I'element activador responsable. La hsp90 juga un paper
clau en I'activacio de les ERK per la MEK induida pels estrogen en cervell (Setalo et a.,
2002). Per atra banda, e grup de BG Gold (Gold i Zhong, en premsa) també ha demostrat
que la p23 pot activar I’ ERK, de manera que aquesta molecula sembla ser un element clau en
la regeneracio nerviosa i I'elongacié de les neurites mediada per aquest complex.
Curiosament, I'activacié de I'ERK per la p23 és depenent de FK506 perd independent de
NGF. Potser la p23 activa directament les ERK, independentment de la hsp90, o potser ho fa
mitjancant la seva interaccié amb la hsp90. Tampoc estan clar els darrers mediadors de
I’ efecte neurotrofic de I’ FK506, si bé se sap que comporten un increment de I’ expressié de c-
jun (Gold et al., 1999a) i GAP-43, (Gold et a., 1998). Finament, I'FKBP52 podria
interaccionar amb elements del citoesquelet i promoure també la regeneracio (Gold et al.,
19994). La capacitat d' aquestaimmunofilina d’ unir-se ala dineina, una proteina motora (Pratt
et a., 2000) podria permetre a I'FK506 interferir en e transport axonal. (més detals a
Probable mecanisme d’ accio de I’ FK506 sobre la regeneracié, Discussio).
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Fig 4. Mecanismes d'accid, mediats per I'activacio del complex receptor esteroide i la
FKBP52, que poden promoure efectes neurotrofics i la regeneracio axonal (modificat de
Gold et al 1999a). El complex receptor esteroide esta format per les chaperones hsp90, p23 i
una immunofilina, com la FKBP52 (revisio de Pratt i Toft, 1997). La hsp90 S uneix al
component d' unid de I"'hormona esteroidal (SR en |’ esquema), mentres que la p23 ajuda la
hsp90 a mantenir una conformacié amb alta afinitat per I’hormona. Quan I’hormona (E:
Estrogen) s'uneix al SR, les chaperones s alliberen. La FKBP52 podria interaccionar amb
elements dels citoesquelet, mentres que la hsp90 pot activar la cascada de les MAPK
(mitogen-activated protein kinase) (Pratt i Toft, 1997; Setalo et al., 2002)). La p23 també pot
activar aquesta via i es proposa com un element clau en I’ elongacié nerviosa i la regeneracio

(Gold i Zhong, en premsa).
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OBJECTIUS

L’ objectiu general d'aquest treball consisteix a investigar estratégies farmacologiques, en
particular mitjancant |I’administracié d'FK506, per millorar la regeneracié nerviosa i la
recuperacio funcional després de lesions del nervi periferic. Amb aquest proposit, s han

plantejat el's seglients objectius especifics:

1) Desenvolupar un model experimental per I'avaluacié detallada i quantitativa dels

efectes promotor s de la regeneracié nerviosa de |' FK 506:

- Avauar lataxade regeneracio i de reinnervacio de diferents tipus d'axons. motors,
sensorials i autonomics, en el mateix model animal, el nervi ciatic del ratoli,
subjecte a diversos tipus de lesions traumatiques i reparacions.

- Comparar € grau de recuperacio funcional assolit, estudiat amb tecniques
neurofisiologiques, amb el nombre d'axons regenerats i reinnervants, quantificats

per tecniques morfol ogiques.

2) Estudiar larelacio dosi-efecte del tractament amb FK506 sobrelataxai I'eficacia
delaregeneracio axonal:

- Mesurar lavelocitat de regeneracio després de |'axotomia per compressio del nervi
cidtic del ratoli, comparant-la amb la progressié de la reinnervacié de teixits
periferics.

- Vadorar dins de quin rang de dosis I'FK506 promou la regeneracio del nervi ciatic
en €l ratoli i quina éslados més eficag.

- Vaorar I'efecte de diferents dosis d'FK506 sobre la reinnervacié, mitjancant la
regeneracio nerviosai laramificacio col-lateral.
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3) Investigar els efectes promotorsde laregeneracio del'FK506 en lesions greus del
nervi periferic:

- Avauar els efectes de I'administracio d'FK506 en reseccions del nervi ciatic del
ratoli reparades per diferents metodes quirdrgics convencionals: utilitzant un
autoempelt o una guia neural sintética.

- Vaorar s I’administracié continua d’ FK506 es mostra més eficag en la promocio

de laregeneracio que I’ administracié discontinua en reseccions reparades.

4) Valorar l'efecte de |I'administracié d'FK506 sobre la regeneracio en lesions
nervioses severes del nervi ciatic del ratoli reparades mitjancant empelts
nerviosos al.logenics:

- Determinar la dosi adequada de I'FK506 per evitar e rebuig de transplants
nerviosos d'origen al.logénic o xenoleg.

- Comparar s €ls resultats obtinguts amb al.loempelts son equivalents als que
S assoleix mitjancant lareparacio per autoempelts,

- Vaorar I'efecte de I'administracié discontinua d'FK506 sobre la regeneracid en
lesions nervioses reparades mitjancant al.loempelts

5) Investigar I'efecte del'FK506 sobrelaregeneracio en lesions nervioses sever es del
nervi ciatic del ratoli reparades mitjancant guiesneuralsi protesis cel-lulars:
- Vaorar |'efecte de I'FK506 en reseccions reparades mitjancant tubs de silicona i
tubs de col -lagen.
- Estudiar I'Gs de transplants de cél-lules de Schwann d'origen al.logénic, aillades
préviament en cultiu, per promoure la regeneracié en protesis cel-lulars, en

combinacié amb I'administracio d’ FK506.
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DISSENY EXPERIMENTAL

Model experimental

Per tal d'estudiar la regeneracio nerviosa periferica s ha utilitzat el model del nervi ciatic de
ratoli OF-1. El nervi ciatic prové del plexe lumbo-sacre (constituit principalment per les arrels
L4-L5-L6), entraal’ extremitat posterior através de lafenedura ciética, descendeix per la part
posterior de la cuixai anivell de lafossa poplitia es divideix en dues branques terminals, els
nervis tibial i peroneal comu. Una branca de cada nervi s uneix per formar €l nervi sura, de
component principalment sensorial. La brancatibial continua per la part posterior de la cama
anivell profund. A nivell del turmell és superficial i se situa posterior a maleol intern, abans
de ramificar-se en les seves branques terminals, els nervis plantars medial i lateral. En el seu
trajecte innerva els musculs del compartiment posterior de la cama, aixi com la magjoria de
musculs intrinsecs del peu, i és responsable de la innervacié cutania de gairebé tota la planta
del peu. El nervi peroneal és menor que €l tibial i descendeix per la part lateral externa de la
cama. Innerva els musculs del compartiment anterolateral de la cama, aixi com la pell
d aquellazonai ladel dorsdel peu.

El nervi safé, de recorregut anterior, és una branca del nervi femora gue innerva la cara
interna de la cama i la zona medial del peu (primer i segon dit, amb certa variabilitat),
solapant-se parciament amb el nervi ciatic. Pel mateix, sempre que s ha volgut valorar la
capacitat regenerativa del nervi ciatic, s ha optat per eliminar €l nervi safé, mitjancant la seva
reseccio amplia a nivell mig de la cuixa, per tal de no tenir interferencies en les proves

funcionals realitzades a la planta del peu.

Lesions nerviosesi reparacions
Shan utilitzat dos models de lesi6:

1. Lesio lleu, amb bona recuperacio funcional per se, sense necessitat de reparacio
quirdrgica (axonotmesis): aixafament del nervi ciatic

2. Lesio severa, sense recuperacioé funciona si no es repara quirdrgicament: reseccio
ampliadel nervi ciatic i posterior reparacio.

Els métodes de reparacié emprats en les lesions de resecci6 han estat:

- Empelt nervios d'origen autoleg (del propi individu; en aguest cas, el propi segment

resecat)
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- Empelt nerviés a.logénic (d'un atre individu) o xenoleg (d'un individu d'una altra
espécie, en aquest cas larata)

- Tubulitzacié amb tubs de silicona o de col -lagen.

Resum del disseny experimental dels treballs desenvolupats per assolir els objectius previs:

1. Desenvolupar un model experimental per a I'avaluacio detallada i quantitativa dels

efectes promotors delaregeneracio nerviosa de I' FK 506

26

1.1-Comparant els efectes sobre diferentslesionsi metodesreparatius:
-Aixafament del nervi ciatic (Treball 1i 2)

-Reseccio de 6mm del nervi ciatic i reparacio mitjancant:

Autoempelt: AG (Treball 1), AutoG (Treball 4)
Al.loempelt: AlloG (Treball 4, 51 Addenda)

Tub desilicona: SIL (Treball 3i Addenda)

Tub de col-lagen: C (Treball 6)

Tub de col-lagen amb cél.lules de Schwann: SC (Treball 6)

1.2-Avaluaci6 de la recuperacié funcional dels diferents tipus de fibres

mitjancant:

-Tecniques neurofisiologiques (Treball 2, 3, 5, 6 i Addendes)

Estudis de conduccié motorai sensoria (estudi axons motorsi sensorials)
Técnica del motlle de silicona (estudi axons sudomotors)

Test del pin prick (estudi axons nociceptius)

-Tecnigues morfol dgiques

Recompte axons mielinics regenerants (Treballs 2-6 i Addendes)

Recompte axons amielinics (Treball 2i 4)

Estudi de la reinnervacié dels organs diana per immunohistoquimica (Treball
2)



DISSENY EXPERIMENTAL

2- Estudiar larelacio dosi-efecte del tractament amb FK506 sobre la taxa i I'eficacia de
la regeneracio axonal:
2.1- Dosi-dependencia de I'FK506 en la promocié de la taxa de regeneracio
(Treball 1):
Model experimental: Aixafament del nervi ciatic
Grups experimentals (valoracio de lataxaentre 2 i 7 dies postlesi6)
FKO0.2: 0.2 mg/kg FK506 sc
FK0.5: 0.5 mg/kg FK506 sc
FK1: 1 mg/kg FK506 sc
FK5: 5 mg/kg FK506 sc
FK10: 10 mg/kg FK506 sc
FKO: volum equivalent de serum fisiologic sc
2.2- Estudi dela capacitat de diferentsdosis d’ FK506 de promoure la regeneracié
i lareinnervacio col-lateral (Treball 2)
2.2a. Per valorar laregeneracio nerviosa
Model experimental
Aixafament del nervi ciatic. Reseccié ampliadel nervi safé.
Grups experimental s (31 dies de seguiment)
FK506 0.2: 0.2 mg/kg FK506 sc
FK506 5: 5 mg/kg FK506 sc
C: volum equivalent de solucié salina sc
2.2b. Per valorar la ramificacio col-lateral (del nervi safé quan eslesiona € nervi
ciatic)
Model experimental
Resecci6 del nervi ciatic. Nervi safé intacte
Grups experimentals (21 dies de seguiment)
FK506 0.2: 0.2 mg/kg FK506 sc
FK506 5: 5 mg/kg FK506 sc
C: volum equivalent de soluci6 salina sc
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3. Investigar €els efectes promotors de la regeneracio de I'FK506 en lesions greus del
nervi periferic:
Model experimental
Reseccié de 6 mm del nervi ciatic
Reparacié mitjancant un empelt nervios autoleg (AG, autoG) o un tub de silicona (SIL)
3.1- Comparacié del’asd’autoempeltsi guies neuralssintétiques (Treball 3)
Grups experimentals (120 dies seguiment)
AG: reparacié mitjancant un autoempelt
AG+FK: +5 mg/kg FK506 sc durant 35 diesi reduccio a 3 mg/kg fins dia 65.
SIL: reparacié mitjancant un tub de silicona
SIL+FK: +5 mg/kg FK506 sc durant 35 diesi reduccié a 3 mg/kg fins dia 65.
3.2 -Comparacio entre una pauta de tractament continua i discontinua d’'FK506
(Treball 4, Addenda al Treball 3)
Grups experimentals (120 dies seguiment)
AutoG+FK506 continuous: autoempelt + 5 mg/kg FK506 sc durant 120 dies.
AutoG+FK506 discontinuous: + 5 mg/kg FK506 sc 35 diesi 3mg/kg/diafins a 65dpo
SIL+FK continuous: Tub Silicona+ 5 mg/kg FK506 sc durant 120 dies.
SIL+FKdiscontinuous: + 5 mg/kg FK506 sc durant 35 diesi 3mg/kg/diafins a 65dpo

28



DISSENY EXPERIMENTAL

4. Valorar |'efecte de I'administracio d'FK 506 sobre la regeneracié en lesions nervioses
severes del nervi ciatic del ratoli reparades mitjancant empelts nerviosos al.logenics:
Model experimental
Reseccié de 6 mmdel nervi ciatic. Reparacié mitjancant empelts de diferents origens.

4.1. Determinacio dela dosi immunosupressora (Treball 4)

Grups experimentals (21 dies de seguiment)

Autograft: reparacié mitjancant autoempelt

Allograft: reparacié mitjancant al.loempelt

Allograft+FK506 0.2: al.loempelt + 0.2 mg/kg d’' FK506 sc

Allograft+FK506 2:  al.loempelt + 2 mg/kg d’ FK506 sc

Allograft+FK506 2:  al.loempelt + 5 mg/kg d’ FK506 sc

Xenograft: reparacié mitjancant xenoempelt

Xenograft+FK506 5: xenoempelt + 5 mg/kg d’ FK506 sc

4.2. Comparaci6 dels resultats obtinguts entre al.loempelts i autoempelts

(Treball 5)

Grups experimentals (120 dies de seguiment)

AutoG (AG en Treball 3): reparacid mitjancant autoempelt

AutoG+FK506 continuous: AutoG +5 mg/kg FK506 sc durant 120 dies

AlloG: reparacio mitjancant al -loempelt

AlloG+FK506 continuous: AlloG +5 mg/kg FK506 sc durant 120 dies

4.3. Estudiar |’ efecte de|'administracio discontinua d' FK 506 sobr e al.loempelts:

Grups experimentals

(Treball 5) (120 dies seguiment)

AlloG: reparacié mitjancant al-loempelt

AlloG+FK506 discontinuous. AlloG +5 mg/kg FK506 sc 35 dies i 3mg/kg/dia fins
als 65 dpo

(Addenda al Treball 5) (270 dies seguiment)

AlloG9m: reparacié mitjancant al.loempelt i seguiment durant 270 dies

AlloGOM+FK: AlloG+5 mg/kg FK506 sc durant 35 diesi 3mg/kg/diafins als 65 dpo
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5. Investigar |'efecte de I'FK506 sobre la regeneracio en lesions nervioses severes del
nervi ciatic del ratoli reparades mitjancant guiesneuralsi protesis cel-lulars:
Model experimental
Resecci6é de 6 mm del nervi cidtic.
Reparacié mitjancant una guia neural:
desilicona (SIL)
de col.lagen (C)
de col.lagen plena de cél.lules de Schwann al.logeniques (SC).
Grups experimental s (120 dies de seguiment)
(Addenda al Treball 3)
SIL: reparacié amb un tub de silicona
SIL+FK continuous: SIL +administracio 5 mg/kg FK506 sc durant 120 dies.
(Treball 6)
C: reparacio amb un tub de col.lagen plena de serum fisiologic
C+ FK: C+administracio 5 mg/kg FK506 sc durant 120 dies
M: reparacié amb una guia de col.lagen amb matrigel
SC: reparaciO amb una guia de col.lagen amb matrigel i cél.lules de Schwann
al.logéniques.
SC+FK: SC +administracio 5 mg/kg FK506 sc durant 120 dies
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RESUM DELSRESULTATSI DISCUSSIO

Els resultats obtinguts en aquest estudi mostren que I’ administracié d' FK506 accelera
la taxa de regeneracié axona després de lesions del nervi periféric i millora e grau de
reinnervacio assolit. L’ estudi de dosi-resposta demostra dos pics de maxim efecte de I’ FK506
sobre la velocitat de regeneracio, a 0.2 i 5 mg/kg, si bé la dosi de 5 mg permet assolir uns
millors nivells de recuperacio funcional en seguiments llargs que la dosi de 0.2 mg/kg. No
obstant, les dues dosis incrementen la reinnervacio dels organs diana i la regeneracié axona
en proporcions similars. En lesions severes per reseccio d'un segment del nervi, on la
reparacio quirdrgica és determinant per I’ exit de la regeneracio, els efectes de I’ administracié
de I’FK506 depenen del tipus de métode reparatiu utilitzat. Aixi, en les reseccions reparades
mitjancant un autoempelt, on la regeneracié és bona per se, I'FK506 només accelera
[leugerament el diad'inici i el grau maxim de recuperacio assolit després de 4 mesos. Quan
sutilitza un empelt al.logénic, I'administracié continua d’'una dosi immunosupressora
d'FK506 permet evitar € rebuig i igualar |'eficacia d aquests empelts amb els d’origen
autoleg. Per altra banda, en les reseccions severes reparades mitjancant tubs de silicona, on la
regeneracio és molt limitada, I’administracio d'FK506 no permet incrementar €l pobre
percentatge d' exit en lareinnervacio. Per contra, quan s utilitza un tub de col.lagen, un model
intermig, els efectes de I’ administracio de I’ FK506 son molt més marcats i incrementen tant el
percentatge d’ exit en la regeneracié com la velocitat i la recuperacio funcional final. En la
reparacio per guies de col.lagen amb cél.lules de Schwann a seu interior, un model de protesi
cellular que intenta remedar |'ambient que subministra un empelt nerviés, I’administracié
d’ FK506 garanteix |’ éxit de lareinnervaci6 en tots els casos, si bé € grau de recuperacio final

assolit al's 4 mesos ésinferior al’ obtingut amb lainterposicié d’ autoempelts.

Relacio dosi-efecte de I’ FK506

Després de I'aixafament del nervi ciatic, I'FK506 accelera la regeneracié axona
depenent de ladosi alaqual s administri. La millor taxa de regeneracio s obté amb la dosi de
5 mg/kg, encara que les dosis de 0.2 i 2 mg/kg donen unes taxes molt semblants. A elevades
dosis es perd I’ efecte, al’igual que a dosis intermitges, sobretot ala d’1 mg/kg. En e model
de rata, un estudi previ descriu unaresposta dosi efecte en forma de campana, dins del rang de
1-10 mg/kg, amb un pic de maxim efecte també a la dosi de 5 mg/kg i una caiguda a 10
mg/kg (Wang et al., 1997). L’Unica diferéncia remarcable és que la dosi d'1 mg/kg ha
mostrat certa eficacia en la rata (Gold et al., 1995; Wang et a., 1997), pero no en € ratoli.
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Aquesta discrepancia pot ser deguda a les diferéncies farmacocinétiques entre espéecies, aixXi
com a les diferencies metodol 0giques entre estudis. Aixi mateix, en €l nostre primer treball,
valoravem la progressio del front regeneratiu mitjancant pincament directe del nervi durant la
primera setmana post-lesié. No obstant, en un seguiment més llarg (Treball 2), d'un mes, on
hem pogut valorar la reinnervacio distal, sha mostrat clarament més efectiva la dosis de 5
mg/kg que la de 0.2, tant en I'acceleracio de la reinnervacié com en la recuperacié final
assolida, si bé els valors obtinguts en els animals tractats sempre han estat millors que en els
no tractats. De totes maneres, si bé els valors funcionals de la dosi de 0.2 mg/kg no eren tan
bons com els obtinguts amb la dosi més alta, el nombre d axons amielinics a fina del
seguiment i el percentatge de reinnervacié distal, tant a nivell de les glandules sudoripares
com en epidermis era molt semblant a I’assolit amb la dosi de 5 mg/kg i marcadament
superior que en el grup no tractat.

Curiosament, in vitro, dosis diferents d’ FK506 mostren comportaments diferents.
Aixi, una dosi molt alta, de I’ordre de umols, es mostra inhibidora del creixement neuritic
gue, en canvi, s accentua amb I’administracié dins d’ un rang de dosis de 1-10 nmolar. Dosis
meés baixes, que no tenen la capacitat de potenciar I’elongacio de les neurites, promouen la
ramificacio d’ aguestes (Constantini et al., 2000; Steiner et al., 1997).

Per altrabanda, ladosi de 0,2 mg/kg tot i exercir accid neurotrofica, no és suficient per
evitar el rebuig d empelts nerviosos d’ origen al.logenic. Lados de 2 mg/kg, només es mostra
parcialment efectiva, mentres que la de 5 mg/kg permet garantir la immunoacceptacio en
empelts tant d’origen al.logenic com xenoleg. Per tant, i en acord amb les evidéncies que
dedlliguen la calcineurina dels efectes neurotrofics de I'FK506 (Gold et al., 1997; 1999;
Steiner et al., 1997 ab), I’ efecte immunosupressor i |’ efecte sobre la regeneracié es mostren
independents. Pel mateix, sembla logic considerar una bona alternativa la recerca d’ analegs
no immunosupressors de I’ FK506 que mantinguin els seus efectes neurotrofics (Gold et al.,
1997; Steiner et al., 1997 a,b) per tal de poder-los utilitzar com a promotors de la regeneracié
en lesions nervioses que no demanin reparacio (com I’ aixafament d’ un nervi) o que no siguin
reparades mitjancant transplants al.logenics i, per tant, on sigui innecessaria una accio

immunosupressora.
Efectes del’ FK506 en lesions nervioses lleus

En acord amb estudis previs (Gold et al., 1994, 1995; Lee et a., 2000, Wang et al.,
1997), hem vist (Treballs 1 i 2) que I’administracié d’ FK506 accelera la taxa de regeneracio
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axonal i la progressio temporal de lareinnervacio. En aquells estudis només es descrivia una
millor funcio (mitjancant el test del walking track) i un nombre més gran d’ axons mielinics a
meitat del seguiment, pero el grup no tractat s acaba igualant amb el tractat en el temps. No
obstant, I’ Us de técniques més fines per valorar la recuperacié funcional, mitjangant tecniques
neurofisiologiques (Navarro et al., 1994) i un estudi immunohistoquimic de lareinnervacié de
la pell plantar (Navarro et al., 1997, Verdu i Navarro., 1997), permet discriminar millor els
efectes del farmac. Aixi, en e treball 2 es pot veure com I’ FK506, un mes després de lalesié
per aixafament, ha permeés unareinnervacié de la pell plantar i de les glandules sudoripares de
la planta del peu significativament superior a la que han assolit els animals no tractats.
Aquesta espectacular millora pot ser deguda a la capacitat de I’ FK506 de promoure de manera
molt marcada la regeneracié dels axons amielinics, pero també de promoure la ramificacié
terminal i lareinnervacio dels organs diana.

Les diferencies funcionals assolides pels axons sudomotors o nociceptius sdn minimes en
comparacio amb les que s observen per immunohistoguimica, pero cal tenir en compte que
aquests axons tenen una gran capacitat de reinnervar funcionalment (Navarro et al., 1994,
2001; Verda and Navarro, 1997). Si es mira de manera global la recuperacio funcional final,
es pot veure que I'administracio de 5 mg/kg d’FK506 durant un més permet assolir una
recuperacio dels 65%, davant del 57% que assoleix el grup sense tractament. La millora és, s
bé significativa, molt limitada, de manera que pot ser discutible I'administracié d'un farmac
tan toxic com I'FK506 per obtenir només una lleu millora en un tipus de lesié que, per se,
permet assolir uns resultats funcionals acceptables.

Efectes de I’ FK506 en lesions nervioses severes (reseccions)
Reparacio per empelts

L’ autoempelt és el métode de reparacié estandard en la reparacio de reseccions
nervioses, degut als bons nivells de recuperacio funcional que permet assolir. No obstant, en
aquest treball hem utilitzat sempre I’ autoempelt ideal (el mateix segment resecat), tot i que en
humans sempre s ha de recérrer a altres nervis, amb el consequient desequilibri en e calibre
del’empelti el nervi areparar, fet que pot empitjorar la recuperacio funcional.

Després de quatre mesos, un autoempelt de 6 mm en € nervi ciatic del ratoli ha
permes recuperar la funcié global en un 67%. L’administracié d’ FK506 permet incrementar
el percentatge de recuperaci6 fins aun 75% (Treball 5). A I'igual que succeeix en les lesions
lleus, els efectes de I' FK506 permeten incrementar €l grau de recuperaci6 final assolit pero de
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manera lleu. De nou, sembla discutible administrar un farmac potencialment toxic en una
situacio que, sense tractament coadjuvant, permet assolir uns resultats funcionals prou bons.
Per contra, I'is d'aguest agent estaria plenament justificat en situacions on fos necessari el seu
efecte immunosupressor, com en l'interposicié d'empelts al.logénics. En € trebal 5 queda
patent que |'administracié continua d'una dosi immunosupressora d'FK506, de 5 mg/kg/dia,
evita el rebuig dels transplants i permet que els al.loempelts sostinguin la regeneracié amb la

mateixa eficacia que el's autoempelts.

Tubulitzaci6 nerviosa

Quan sutilitza la tubulitzacio per tal de reparar reseccions severes, la recuperacio
funcional és molt més pobre. Reseccions de 6 mm en € ratoli o de 12 mm en la rata no es
consideren subsidiaries de ser reparades mitjangant tubs de silicona o similars, degut al limitat
percentatge d'exit en la regeneracié que permeten assolir. L'Us d'atres materials, com les
guies de col.lagen, permet incrementar Ileugerament el nombre d'animals amb reinnervacio
distal, pero e grau de recuperacié funcional continua sent molt inferior a que sassoleix
mitjancant empelts nerviosos (Treball 6).

Autoempelt  Tub silicona Tub col.lagen

Recuperacd maxima (%) 66.8+3.1 7.5+3.4° 9.2+4.1°
Percentatge exit (%) 100 20 30
P<0.05 vs Autoempelt ?

L'administracio d'FK506 en el model de reseccié reparada mitjancant tub de silicona
(Addenda a Treball 3) no permet incrementar el percentatge d'animals que aconsegueixen
reinnervar, si bé el's que ho fan, presenten un grau de recuperacio funcional (55% de mitjana) i
un cordd regeneratiu molt més consistent (al voltant de 1300 fibres mieliniques a nivell distal)
gue en els animals no tractats (nomeés assoleixen un 27% de recuperacio i unes 120 fibres
mieliniquies anivell distal).

Com a condicio prévia perqué es doni la regeneracié através de guies neurals, cal que
es formi un cable de fibrina a través del qual migren les cél.lules de Schwann i els fibroblasts
dels extrems nerviosos. En els empelts, en canvi, I'empelt degenerant ja és un bon substrat i la
regeneracio no es veu retardada, fet que explica perquée la reinnervacio és més precog en les
reparacions reparades mitjancant empelts que mitjancant guies. La formacio d'aquest cable,
gue oferira un bon substrat perque els axons creixin (Williams et al 1983), sera determinant
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per I'éxit de la reinnervacio. | com més llarga sigui la distancia entre els dos extrems, més
dificil éslaformacié d'aquests. La limitada capacitat de les cél.lules de Schwann de migrar
(Hall et al., 1986 ab) també resultara determinant i explica la incapacitat de les guies de
sostenir laregeneracio através de distancies llargues.

Per tant, I'FK506 té€ la capacitat d'accelerar la regeneracio nerviosa, com han mostrat
estudis previs (Gold et al., 1994; 1995), i €l grau de reinnervacié dels organs diana (com es
demostra en €l treball 2), perd no sembla capac d'evitar € fracas de la regeneracié en un
ambient pobre. Sha vist que I'FK506 no aconsegueix potenciar la regeneracié axonal en
nervis cronicament denervats (Sulaiman et al., 2002), ja que no pot compensar un ambient
pobre que sostingui la regeneracio. Aixi, I'FK506 no és capag de promoure €l cable que ha
d'unir els dos extrems nerviosos dins del tub com a condicié prévia perqué es dongui la
regeneracio.

Per contra, se sap que les guies fetes de materials reabsorbibles sustenten millor la
regeneracio que no pas €ls tubs de silicona (Chamberlain et a,, 1988; Navarro et al., 1996;
Valero-Cabré et al., en premsa), probablement degut a la seva maor capacitat d'aportar
nutrients als axons regeneratius, de potenciar la formacié de la matriu i del cable inicial.
Aquest aport seria crucial en distancies llargues, on els extrems no son capagos de formar un
cable per s sols. En aguesta situacio, I'administracio d'FK506 permet assolir un notable
percentatge d'exit en la regeneracid, com ho demostra el marcat increment en I'exit de la
regeneracio en les reseccions reparades amb tubs de col.lagen en el grup d'animals tractats
respecte els no tractats (Treball 6).

Silicona  Silicona+FK 506 Col.lagen Col.lagen+FK 506

%Respostamaxima  7.5+3.4 11.8+7.9 9.2+4.1 22.3+8.1°2
% éxit reinnervacio 17% 20% 44% 73%

P<0.05 VS?Slicona

Quan €ls tubs de col.lagen somplen de cél.lules de Schwann, sesta afavorint un
ambient més propici per la regeneracié, com ho demostra la major capacitat d'aquests
implants de sustentar |a regeneracié (Guénard et al., 1992, Keeley et al., 1993, Kim et al.,
1994. Ansselin et al., 1997, Levi et a., 1994, 1997, Rodriguez et al., 2000). La presencia de
cél.lules glials facilita la formacié del cordd regeneratiu i, pel mateix, incrementa €
percentatge d'éxit en la regeneracid. No obstant, és important la immunocompatibiltat entre
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les cél.lules transplantades i I'hoste (Guénard et al., 1992; Rodriguez et al., 2000). En el nostre
estudi (Treball 6), I'addicié de cdl.lules al.logéniques barrejades amb matrigel permet assolir
uns nivells funcionals lleugerament superiors a's que obtenim introduint només matrigel. En
canvi, la combinacié de cdl.lules de Schwann al.logéeniques amb I’administracié sistemica
d’' FK506 permet garantir la reinnervacio en tots els animals, assolint un grau de recuperacié
funcional molt superior a que s obté amb la tubulitzacié ssmple.

L’ efecte immunosupressor de I’ FK506 explica, en part, que €l transplant amb cel.lules
al.logeniques sigui millor que en el grup no tractat. Per0 atres estudis on utilitzaven la
tubulitzacié amb cél.lules glias autogéniques en distancies limitants, de 10 mm en la rata
(Keeley et a., 1993) 0 6 mm en €l ratoli (Rodriguez et al., 2000), només han obtingut un éxit
en laregeneracio del 78% i del 87% respectivament.

Administracié continua o discontinua d’ FK 506

En un model daixafament del nervi cidtic en la rata (Gold et al., 1999b) esta
demostrat que I’administracié continua d’ FK506 durant els 18 dies que dura e seguiment es
mostra més efectiva que I’ administracié temporal (ja sigui durant els primers nou dies després
delalesié o s s administraamb retras, a partir de la segona meitat del periode de seguiment)
en la promocié de la regeneracio. No obstant, no hi ha estudis que valorin I’ eficacia de
tractaments més llargs en lesions més severes, amb una evoluci6 més lenta que les
axonotmesis. | degut a |'elevada toxicitat de |I'FK506, sobretot lligada al seu efecte
immunosupressor, és important valorar si un tractament llarg portara beneficis respecte a un
tractament més limitat. Els valors obtinguts en els autoempelts seguits durant quatre mesos i
tractats tot el periode o només les 9 primeres setmanes no semblen justificar un tractament
perllongat, a contrari. A partir dels 100 dies, alguns animals comencen a presentar certa
toxicitat i els valors finals de recuperacié obtinguts amb el grup tractat continuament amb una
dosi de 5 mg/kg/dia no superen els que obté el grup que només varebre e farmac durant nou
setmanes i a una dosi decreixent (Treball 5). No obstant, en els autoempelts, els animals
comencen atenir reinnervacié a voltant dels 30 dies, i entren en fase de repla per les funcions
nociceptives i sudomotores a voltant dels 60 dies, quan se'ls retira el tractament, fet que
podria explicar la manca d efecte d’una administracié més continuada. Per contra, quan
s interposa una guia neural, la regeneracié s una mica meés lentai, pel mateix, podria ser més
determinant la durada del tractament. Perd quan es comparen els resultats obtinguts amb
animals que van ser tractats continuament o només durant les 9 primeres setmanes després de
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patir una reseccio del ciatic i reparar-la mitjancant un tub de silicona (Addenda a Treball 3),
no es troben diferéncies. L’administracié continua no permet incrementar el percentatge

d exit en laregeneracio (del 20% en els dos casos) ni € grau de recuperaci6 final assolit.

Reparacio Durada  Proporcié % recuperacié IRF N° axons
tractament reinnervats final global mielinics (distal)
Autoempelt 65d 6/6 74.4+0.6 5323+118 3130+310
120d 8/8 65.6+4.8 4876+355 3034+298
Tub silicona 65d 1/5 19.9+154®  1108+802 388+388%
ab
120d 2/10 11.8+7.9°  779+516®  320+210%

P<0.05 autoempelt 65d°, 1200"

Per tant, en €ls tipus de reparacions on no és necessari un efecte immunosupressor,
sembla raonable optar per un tractament durant un periode curt o també per dosis més baixes
perd igualment efectives per promoure la regeneracio i lareinnervacio dels organs diana. Per
contra, en €ls casos on sutilitza material d'origen al.logenic, I'abordatge del tractament ha de
ser diferent. Per una banda, sha d'utilitzar una dosi efectivament immunosupressora. Per altra
banda, cal valorar els riscos de la interrupcio del tractament. En la literatura hi ha molta
controversia sobre els efectes de la retirada de la immunosupressio sobre empelts al.logenics
ben tolerats per I'hoste (Yu et al., 1989; Zalewski and Gulati 1981; Midha et a., 1993 g;
Blttemeyer et al., 1995). Diversos estudis que han utilitzat 1a CsA o I'FK506 com a farmacs
immunosupressors, descriuen € rebuig i péerdua funcional després de la retirada del
tractament, pero en alguns casos amb una recuperacio posterior (Mackinnon et al., Ishida et
al., 1993 a; Midha et al., 19933 a, b; Bittemeyer et al., 1995; Okagjima et al., 2002) i en
datres amb una pérdua permanent (Zalewski and Gulati, 1981, 1984; Yu et al., 1989,
Anssdin et al., 1992). En el nostre estudi (Treball 5) es pot veure una marcada perdua
funcional després de la interrupcié del tractament, que a final del seguiment (gairebé dos
mesos després) no sharecuperat. En un seguiment més llarg (Addenda a Treball 5) només la
funcid nociceptiva i sensorial aconsegueix igualar-se amb la dels al.loempelts no tractats al
cap de nou mesos, mentre que la funcié motora mostra un grau de recuperacio inferior. En
qualsevol cas, els animals no aconsegueixen recuperar els bons nivells funcionals assolits

mentres van estar immunosuprimits.
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Efectivitat de I’ FK 506 sobr e els diferentstipus de reparacions de r eseccions severes

La reparacidé mitjancant empelts permet assolir uns nivells de recuperacié funcional
clarament superiors a que s abasta mitjancant tubulitzacio, ja sigui amb tubs de silicona, de
col.lagen o amb guies plenes de cél.lules de Schwann. No obstant, els animals amb
al.loempelts que no reben immunosupressio mostren valors significativament inferiors as
obtinguts mitjancant els altres tipus d empelts, s bé significativament millors que els
obtinguts amb tubulitzacié en la mgoria de grups, encara que no hi ha diferencies
estadistiques amb el grup reparat amb una guia de col.lagen plena de cél.lules de Schwann i
tractat amb FK506.

L’ Us d’una guia amb cél.lules de Schwann combinada amb tractament sistemic amb
FK506 permet assolir un index de recuperacio funcional significativament superior a's altres
tipus de guies neurals, si bé lareparacié amb un tub de col.lagen combinada amb tractament
també déna molt bons resultats i no s observen diferéncies estadistiques entre aquests dos
grups en €l nivell de recuperacio funcional final.

Quan es mira la capacitat dels diferents métodes reparatius de garantir I’exit en la
reinnervacio, es pot veure de nou que els empelts permeten la regeneracié en tots els animals,
mentres que el percentatge d’ exit en els grups on s ha utilitzat la tubulitzacié és molt inferior.
No obstant, I’FK506 incrementa el percentaige d’exit de manera marcada en els tubs de
col.lagen i, de manera espectacular, en les guies plenes de SC, ja que en & segon cas €
tractament condiciona que tots el's animals aconsegueixin reinnervar.

A l'andlitzar cada tipus de meétode reparatiu per separat es pot veure com
I”administracié d’ FK506 permet incrementar notablement els nivells de recuperacio en els
al.loempelts (Treball 5) i en els tubs de col.lagen, portin 0 no cdl.lules transplantades al seu
interior (Treball 6). Per contra, les diferéncies entre animals tractats i no tractats son limitades
guan s utilitzen autoempelts o tubs de silicona. En aquests dos casos ens trobem davant de
situacions antagoniques. per una banda, els autoempelts, el millor métode reparatiu per
reseccions amplies, amb una molt bona recuperaci6 final. Per I'altra, € tub de silicona, amb
resultats francament pobres en aquest tipus de lesions. Per contra, quan s utilitzen tubs de
col.lagen, situacio que afavoreix la regeneracio pero amb limitacions, els efectes de I' FK506
son molt més notables. Finalment, tant en & cas dels al.loempelts com de les cél.lules
al.logéniques transplantades, cal tenir en compte que part de la millora obtinguda amb

I’ FK506 és deguda al seu efecte immunosupressor.
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INDEX DE RECUPERACIO FUNCIONAL % EXIT REINNERVACIO
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Nivells assolits en I’ index de recuperaci6 funcional global (esquerra) i exit de la reinnervacio (dreta) 4
mesos després de la reseccié de 6 mm del nervi ciatic reparada mitjangant un autoempelt (AutoG), un
al.loempelt (AlloG), un tub de silicona (Sil), una guia de col.lagen (C) o una guia de col.lagen amb
cél.lules de Schwann (SC), en animals control (en blanc) o animals tractats diariament amb 5 mg/kg
d’'FK506 durant tot el seguiment (en gris)

Probable mecanisme d'acci6 de I'FK 506 sobr e la regeneracio nerviosa

El mecanisme d'accié mitjancant el qual I'FK506 exerceix la neuroproteccid i promou
la regeneracio encara no esta clar i molts estudis es mostren contradictoris en les conclusions.
No obstant, ca tenir en compte que aquest medicament no actua mitjancant el classic
mecanisme |ligand-receptor, sind que és determinant la geometria del complex que forma
quan suneix a una immunofilina en concret (Schreiber, 1991). Aixo explica que un farmac
d'estructura semblant a I'FK506, com la rapamicina, actui mitjancant un mecanisme d'accié
diferent tot i unir-se a la mateixa immunofilina. També és aguesta la causa que tant I'FK506
com la CsA puguin compartir mecanismes d'accid, si bé son estructuralment diferents i
S uneixen aimmunofilines diferents.

Per altra banda, la variabilitat i ubiqUitat de les immunofilines permet que aquests
farmacs puguin desencadenar multiples accions i a nivells molt dispars. Probablement,
I'FK506 exerceix la seva acci0 pro-regenerativa mitjancant diversos mecanismes i,
segurament, activant més d'unaimmunofilina. El fet que presenti una corba dosi-resposta amb
un doble pic i que promogui tant la regeneracio axonal com la ramificacio col-lateral s axons
sans, dos mecanismes amb dependencia neurotrofica diferent, suggereix que ha d'haver més

d'un mecanisme implicat.
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Com a dlternativa al’ FKBP-12, immunofilinaimplicada en | accio immunosupressora
de I’'FK506, I’equip de Gold proposa que la via responsable de |’ accid neuroregeneradora €s
I"'FKBP-52 (Gold et a., 1999; Gold 2000; Gold i Villafranca 2003; Gold et al., en premsa),
una immunofilina associada al complex receptor esteroidal. Aquest complex és |'encarregat
del transport del receptor esteroide entre citoplasmai nucli através d'un mecanisme depenent
de microtubuls. La uni6 de la dineina, una proteina motora, amb el complex, es faria a través
de I’FKBP-52. De manera paral-lela, en les neurones, aquesta immunofilina podria intervenir
en e transport axona retrograd. Ja que I'FK506 no actua aterant la funcié de les
immunofilines (per tant, no afectaria la capacitat de la FKBP52 d'unir-se a la dineina), podria
actuar estabilitzant I' FKBP-52 de la degradacio, fet que facilitaria €l transport de soluts en els
axons (Pratt et a., 2000). L'FK506, al’unir-se ala FKBP-52 i dissociar el complex, propicia
també I’ aliberacié de la chaperona p23 i la hsp 90, (revisié de Pratt i Toft, 1997) que activen
la cascada raf-MEK-MAPK (Gold i Zhong, en premsa; Setalo et al., 2002), cascada implicada
en els efectes neurotrofics de molts factors neurotrofics (revisio de Kaplan, 2002) (per més
detalls, veure Immunofilines en el sistema nervios, Introduccid). Tant I'activacié de I'ERK
(un membre de la familia de les MAPK) com la p23 son claus en la capacitat de I’ FK506 de
promoure |’elongacié de les neurites (Gold i Zhong, en premsa). No obstant, encara no es
coneixen els darrers efectors de la cascada de senyals que desencadena I’ FK506. En darrer
terme, un increment de GAP-43, podria explicar els efectes neurotrofics de I’ FK506. Aquesta
proteina, que juga un paper important en la regeneracié axonal (Benowitz i Routtenberg,
1997) veu incrementats els seus nivells d expressio després d'una lesié nerviosa i del
tractament amb FK506 (Gold et al., 1998, Madsen et al., 1998).

Perd una major expressio de GAP-43 en neurones no acabaria d' explicar el notable
increment d’exit en la regeneracio a través de tubs de col.lagen en els animals tractats amb
FK506. De manera que no pot descartar-se que, en paral-lel ala seva accié sobre les neurones
I la seva capacitat per potenciar I’elongacié axonal, I'FK506 també afecti les cél.lules de
Schwann, si bé hi ha molt pocs indicis sobre € paper de les immunofilines en les cél.lules
glials. La GAP-43 també s expressa en les cél.lules de Schwann precogment després d’una
lesié (Curtis et al., 1992) i podria estar relacionada amb la motilitat i I’elongacié d’ aquestes
cel.lules durant la regeneracio (Hall et al 1992; Ide, 1996). L' FK506 també podria facilitar la
migracio de les cél.lules glials mitjancant la seva interaccié amb |la cascada de senyalitzacié
de I'NGF (Gold et a., 19993 Gold 2000, Gold i Villafranca 2003), ja que aguesta
neurotrofina, secretada per les cél.lules de Schwann denervades (Heumann et a., 1987b)
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modulada la migracié d’ aguestes (Anton et al., 1994). Finalment, la capacitat de I’ FK506, en
cultius primaris de cél.lules de Schwann, de potenciar larad cél.lules gliag/fibroblasts (Fansa
et a., 2000) pot afavorir la formacié d’un ambient adient per la regeneracio a través de les
guies neurals. La inhibicio de la proliferacié de fibroblasts a través de la matriu inicia de
fibrina que uneix els dos extrems nerviosos dins de lallum de la guiafacilitarialamigracié de
les cél.lules de Schwann a seu interior i, per tant, afavoriria la posterior regeneracio.
(Dubovy, 1998).

Per altra banda, no es pot descartar que, en paral-lel ala seva accid neuroprotectora,
I"’FK506 exerceixi € seu efecte neurotrofic mitjancant sintesi de novo, potser també induint
una resposta de les heat shock proteins (Klettner i Herdegen, 2003). Aixi, I'FK506 podria
estabilitzar la FKBP-52 pero també incrementar-ne la seva sintesi i, allarg terme, potenciar el

seu propi efecte.
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CONCLUSIONS

1. L’administracié d’ FK506 accelera la taxa de regeneracio axona després de lesions per
aixafament. Lacorbados resposta mostra dos pics de maxim efecte, a0.2 i 5mg/kg/dia, si bé

ladosis de 5 mg/kg permet assolir millors nivells de recuperacié funcional .

2. L’FK506 incrementa la reinnervacié dels organs diana mitjancant la regeneracio axona i la

ramificacio col -lateral, dos processos amb una regulaci6 neurotrofica diferent.

3. No hi hauna relaci6 directe entre I’ efecte immunosupressor i |’ efecte neuroregeneratiu de
I’FK506, ja que la dosis de 0.2 mg/kg/dia, s bé té un efecte promotor en la taxa de
regeneracio, no es mostra eficag com a immunosupressora i nhomés amb la dosis de

5mg/kg/dia s evita el rebuig de transplants d’ origen al.logénic o xenodleg.

4, Quan sanalitzen €els efectes de I'administracié d'FK506 en lesions més severes

(reseccions), € metode de reparacio quirdrgic utilitzat és determinant en els resultats.

4.1. En les reseccions reparades mitjancant autoempelts, on la regeneracio és bona per
se, I’FK506 només accelera lleugerament el diad'inici i el grau maxim de recuperacio assolit

al final del seguiment.

4.2. En les reseccions reparades mitjancant empelts d'origen al.logenic,
I’administracié continua d' FK506 a una dosi immunosupressora permet evitar € rebuig i

igualar I’ eficacia d’ aguest metode reparatiu amb els empelts d’ origen autoleg.
4.3. En les reseccions reparades mitjancant guies de silicona, on laregeneracio és molt

limitada, I’administracio d’ FK506 no permet incrementar el pobre percentatge d’éxit en la

reinnervacio.
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4.4. En les reseccions reparades mitjancant guies de col.lagen, un model intermig, els
efectes de I’administracié d'FK506 son destacables, ja que es promou tant el percentatge

d exit en laregeneracié com € diad’inici i larecuperacio funcional final.

4.5. Si sintrodueixen cdl.lules de Schwann al.logéniques a seu interior, un model de
guia neural que intentat mimetitzar I’ empelt nervids, I’ administracié d’ FK506 garanteix I’ exit
de lareinnervacio, si bé no aconsegueix que €ls resultats funcionals assolits s'igualin amb els

gue s aconsegueixen amb |’ Us d’ empelts.

5. L’administraci6 continua d’ FK506 no es mostra més eficag que I’ administracié discontinua
en promoure la regeneracié en lesions nervioses severes que no demanen tractament
immunosupressor. No obstant, en el cas dels a.loempelts, lainterrupcié del tractament suposa
una pérdua de la funcié assolida. Hi ha una recuperacio tardana pero, a llarg termini, no
aconsegueix ni tant sols igualar els nivells assolits pels animals amb al.loempelts que no

havien estat mal immunosuprimits.
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